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Tip60（Tat Interactive Protein，60KDa）是目前研究最为透彻的 MYST 家族
的组蛋白乙酰基转移酶（Histone Acetyltrsferease，HAT)，主要存在于由至少 18
亚基组成的核蛋白稳定复合物中。Tip60 除了乙酰化组蛋白 H2A、H3、H4 之外，
还能修饰一系列非组蛋白，例如髓细胞组织增生癌基因 c (c-Myc)和激酶ATM等。
然而在某些情况下，Tip60 也会抑制转录活性。现已证明 Tip60 蛋白参与了基因
表达调控、染色质重建、DNA 损伤修复、细胞凋亡和肿瘤发生等过程。已有的
研究证实了 Ser86 和 Ser90 是 Tip60 的两个磷酸化位点，其 HAT 活性也随之增
强，因 HAT 活性是 Tip60 参与 DNA 损伤应答、β-淀粉样前体切割等过程所必需
的，研究表明磷酸化的 Tip60 在这些过程中发挥重要作用。由于缺乏可用于研究
磷酸化 Tip60 的抗体，研究者无法开展相关的实验。为了填补这个空白，我们成
功地研发了抗 Tip60pSer86 的单克隆抗体。 
    本文介绍我们如何采用杂交瘤技术制备Tip60Ser86磷酸化的单克隆抗体，并
对该抗体做相关鉴定和检测。我们首先设计Ser86磷酸化多肽序列，将磷酸化多







































    Tip60, one of the best characterised MYST proteins, was originally isolated as a 
HIV-1 Tat interactive protein, the majority of cellular Tip60 exists in a stable nuclear 
protein complex that consists of at least 18 subunits. It was known that Tip60 
possesses histone acetyltransferase (HAT) activity, and it can acetylate histones H2A, 
H3 and H4. Beside acetylation on histones, Tip60 can acetylate other transcription 
factors, such as myelocytomatosis oncogene c (c-Myc) and the kinase Ataxia 
Telangiectasia mutated (ATM). However, in some other case, Tip60 performs as a 
corepressor of transcription. More and more data suggest that Tip60 has more 
divergent functions than originally thought and roles of Tip60 in many cellular 
activities, such as gene expression regulation, chromatin reconstruction, DNA damage 
repair, apoptosis and tumorigenesis are emerging. Serines 86 and 90 are two major 
phosphorylatied sites of Tip60, the phosphorylation of Tip60 was found to modulate 
its histone acetyltransferase activity. Moreover, HAT activity of Tip60 has been shown 
to be essential in many processes, such as the cellular response to DNA damage, the 
cleavage of amyloid-β precursor. Due to lacking available antibodies which can 
recognize phosphorylated sites of Tip60, researchers could not carry on related studies. 
To fill this gap, we developed a monoclonal antibody against Tip60 pSer86 
successfully. 
This thesis described how we prepared the Tip60 pSer86 monoclonal antibody 
through the hybridoma technology. Firstly, we designed the Ser86 phosphorylated 
peptide sequence, then coupled the Ser86 phosphorylated peptide with keyhole limpet 
hemocyamin (KLH) to synthesize artificial antigens for Bal b/C mice immunization. 
By detecting the antiserum titers, the mouse with the highest antiserum titer was chose 
to use in the following cell fusion. Myeloma SP2/0 cells were fused with spleen cells 
obtained from the immunized mouse by PEG1450. Through three rounds of limiting 
dilution culture, six hybidoma cell lines which can produce pSer86 MAb were 
obtained. Ascites was made, and monoclonal antibody was purified with Protein G 
affinity chromatography. With an expression vector of S86 mutant (S86A), we were 















Ser86 of Tip60. we believe that this anti-pSer86 monoclonal antibody can provide a 
very useful tool for us to study the biological function of the Tip60 and 
phosphorylated Tip60 at Ser86 in future.   
 



























1 乙酰基转移酶 Tip60  














Tip60（Tat Interactive Protein，60KDa）是目前研究最为透彻的 MYST 家族
的组蛋白乙酰基转移酶（Histone Acetyltransferease，HAT)，它最早是从 HIV 病
毒的 Tat 蛋白的结合蛋白中被鉴定出来[5]，能特异性的催化乙酰基转移到组蛋白




1.1 Tip60 的结构 
  Tip60 是 1996 年 Kamine 等[5]通过酵母双杂交系统发现的 HIV 病毒的 Tat
蛋白相互作用蛋白，也被称为 cPLA2 interacting protein 或 K-acetyltransferase 5。
随后，Tip60 作为广为人知并与人类病理学相关的人类同源的 MYST 蛋白之一，















M. musculus and D. melanogaster 也已鉴定出 HTATIP 的同源基因，其所编码的
蛋白质和人类 Tip60 相似度较高，约 57-99%。 
编码 Tip60 的 HTATIP 基因位于 11q13.1，由 14 个外显子组成。已有的研究
结果表明 Tip60 存在三种不同形式的剪接体，即 Tip60 剪接体 1，Tip60 剪接体 2
（Tip60α）和 Tip60 剪接体 3（Tip60β）[7,8,9]，所有的异构体都含有氨基端的染
色质功能域和羧基端的 MYST 功能域(图 1)[10]。Tip60 剪接体 1 是由内含子 1 翻
译而来，并编码具有不同功能的新型蛋白。Tip60 剪接体 3 是除去编码富含脯氨
酸的外显子 5 而形成的，并且出现一些与 Tip60α 相似的特性[11]。在大量的组织
和细胞中，Tip60 各种剪接体都以相对较低水平表达，并且其功能表现出细胞类
型特异性[12,13]。 
Tip60 是目前研究的最为透彻的 MYST 家族的乙酰基转移酶，其中对 Tip60
剪接体 2（Tip60α）的研究最为细致，本文与多数文献所指的 Tip60 也是这种剪
接体。其生物功能主要集中于转录调控和 DNA 损伤反应方面。 
 
图 1  Tip60 的蛋白结构[10] 
Figure 1. Schematic diagram of Tip60 protein domains 
 
 




相互作用或与 RNA 分子的相互作用的功能已被确认[14]。MYST 结构域是催化结
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